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Méthodes de recherches simples de quelques enzymes. 
Applications 
par J. JACQUET, T. SENG HuoR et M. AiNAS 
La recherche et le dosage des enzymes, dont la variété, parmi 
celles que l'on connaît, s'accroît constamment, demande souvent 
la mise en œuvre de techniques délicates. Aussi, désirons-nous 
attirer l'attention sur deux procédés très simples, susceptibles de 
donner des résultats intéressants et qui peuvent à coup sûr, connaî­
tre une extension considérable. 
L'un est appliqué depuis près de 25 ans dans notre Laboratoire 
pour la recherche des antibiotiques, les paramètres en cause en 
ayant été étudiés avec Mlle RIQUIER en 1968; mais, nous avons, 
aussi, précisé avec BouTIBONNEs, en 1969, qu'il s'agissait d'une 
technique générale applicable à de nombreux problèmes, et, aux 
enzymes, d'origine microbienne, entre autres. On obtient des sensi­
bilités, absolument extraordinaires, surtout si l'on fait des dilutions 
du produit de départ, dans le cas des diastases. L'autre méthode 
a été mise au point par M. LAVIOLETTE à f'I. N. S. A. de Lyon, en 
collaboration avec le Laboratoire Central de Recherches des Armées 
(Microbiologie) qui avait lancé précédemment la réalisation d'un 
certain nombre de déterminations bactériennes par cultures en 
microcuves, dite APISYSTEM. 
J. - PROCÉDÉ PAR DIFFUSION EN GÉLOSE 
On utilise une gélose blanche à 35 p. 1.000, étalée .en boîtes de 
PÉTRI de 8,5 cm, dans laquelle on creuse, à J'emporte-pièce, après 
solidification, une cavité de diamètre optimal (généralement 22 mm), 
qui recevra l'échantillon à analyser (1 ml ou 1 g). Un réactif appro­
prié, le cas échéant, une solution tampon sont introduits dans la 
gélose; on peut, aussi, en déverser d'autres, au moment même de 
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la lecture, qui enregistre l'importance des halos de diffusion et les 
variations de colorations autour de la cavité. La botte de PÉTRI est 
placée à l'étuve, à la température choisie, en position normale. Il est 
donc nécessaire de coincer entre le couvercle et le fond une feuille 
de papier filtre stérile, qui empêchera la ,condensation de l'humidité. 
Nous avons révélé par ce moyen quelques enzymes du lait, de 
ses cellules somatiques et des produits laitier& : 
- La plwsphatase alcaline (au pH 9,4 et par imprégnation de la 
gélose par une solution de paranitrophénylphosphate disodique -
24 h à 37 «>C). 
- La xanthine oxydase (au pH 6,2 à 37 °C, et par imprégnation 
par le bleu de méthylène ou la résazurine). 
- Les lipases (au pH 7,4, à 30 oc, et par imprégnation avec le 
tributyrate de glycérol ou la tributyrine et le sulfate de bleu de NIL). 
- La protéase (pour le lait au pH 9,2 et par imprégnation à l'aide 
du caséinate de chaux). 
- La peroxydase (au pH 7,6, par i�prégnation avec la para-
phénylènediamine ) . 
· 
- Les amylases (au pH 6, à 37 oC, avec imprégnation à l'aide 
d'une suspension d'amidon, et arrosage au moment de la lecture 
avec la liqueur de LuaoL : l'œ-amylase traduit son action par 
apparition d'une coloration rouge autour de la cavité centrale, la 
(3-amylase par un halo bleu clair). 
Sans opérer de dilution, on obtient les sensibilités suivantes, 
jugées par la détectio� des proportions de lait cru ajoutées à du 
lait stérile : 
- 0,2 p. 100 avec la phosphatase alcaline 
- 2 p. 100 avec la protéase et la lipase 
- 4 p. 100 avec la xanthine oxydas� · 
- 5 p. 100 avec les amylases. 
Nous avons pu montrer la richesse extrême des leucocytes du 
lait en phosphatase alcaline, peroxydase, xanthine oxydase, amy­
lases 0t et �' catalase, lipases. 
Pour les fromages, des dilutions en série ayant été effectuées, 
nous pouvons opérer des titrages, actifs parfois jusqu'à la dilution 
du 1/300 (phosphatases alcalines et protéases), de diverses hydrolases 
(en plus des deux précédentes, lipases et amylases). Leurs répar­
tition et activités relatives corroborent l'importance des différentes 
microflores. En tout cas, se confirme ce que la méthode de CoRNELL 
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montrait déjà (6) : bien que les camemberts faits à partir du lait cru 
soient généralement un peu plus riches, il est impossible de diff é­
rencier sûrement par la recherche de la. phosphomonoestérase, des 
produits faits au lait pasteurisé des autres, les microbes et surtout 
les moisissures étant de puissants producteurs de cette diastase (2). 
11. - LE SYSTÈME APIZYM 
Il a été conçu, pour la détermination des activités enzymatiques 
chez les microorganismes, les tissus et dans tous les types de sécré­
tions. 
Le dispositif est constitué de 20 microcuves dont le support est 
imprégné, à la fois, par le substrat et le tampon correspondant 
(Trismaléate 0,05 M pour pH 5,4, Tris-HCI 0,05 M pour pH 7,5 et 
8,5). Les fibres du support assurent une répartition régulière des 
molécules insolubles ou peu solubles en milieu aqueux. Tous les tests 
peuvent être effectués simultanément à partir d'une seule suspen­
sion dans de l'eau distillée stérile, l'extrait étant unique, quel que 
soit le pH optimal de l'enzyme à tester. Les galeries imprégnées 
d'avance des réactifs sont conservées en atmosphère sèche à + 4 °C. 
L'avantage de la méthode est sa simplicité, et la rapidité d'appli­
cation pour une identification simultanée d'activités diverses à 
partir de quantités très faibles d'extraits biologiques (quelques µg 
seulement). 
On utilise les 20 microcuves dans lesquelles sont ajoutés : l'extrait 
à analyser ou le liquide (II gouttes) et un réactif salin pour la révé­
lation. Les galeries sont incubées 6 h à 37 °C. Les réactions sont, 
ensujte, révélées colorimétriquement par II gouttes de Fast Blue 
BB (Sigma) dissous à 4 p. 1.000 dans un réactif spécial de compo­
sition non publiée. Ce dernier ramène le pH à 7,8 dans toutes les 
cupules ; il libère, à partir du support, le produit de la réaction 
(na�htol ou dérivé). Enfin, il solubilise le complexe azoïque et 
renforce les colorations. 
Après 5 mn, l'excès de Fast Blue BB est détruit par exposition 
à la lumière (1.000 W, 3.400 °K) afin de rendre parfaitement 
incolores les réactions négatives. L'intensité de la coloration des 
réactions positives est liée au degré d'activité enzymatique et se 
montre fonction de la quantité de naphtol libéré jusqu'à une 
concentration de 40 µM/cupule. 
Nous avons exploré, par cette méthode, les enzymes de quelques 
échantillons de lait ( 12) et des cellules somatiques qui in filtrent la 
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Principales acti'1ités enzymatiques identi'fiée� à l'aide du dispositif• API-ZIM •· � '-l 
0 
No Substrats (100 nM/cupule) Activités enzymatiques décelées pH Couleur obtenue 
1 Témoin (sans substrat) 
2 2-naphtyl-phosphate Phosphàtase alcaline 8,5 rose-violet 
3 2-naphtyl-butyrate Estérases 7,5 rose-violet 
t:I:! 
.. 2-naphtyl-caprylate Estérases-lipases 7,5 ·rose-violet c::: 
t"" 
5 2-naphtyl-myristate Lipases 7,5 rose-violet t"" 
t'.!J 
6 L-leucyl-(3-naphtylamide Aminopeptidase-leucine 7,5 orange 
::! 
7 L-valine-(3-naphtylamide Aminopeptidase-valine 7,5 orange z 
8 L-cystine-(3-naphtylamide Aminopeptidase-cystine 7,5 t::I orange 
t'.!J 
9 N-benzoyl-DL-phénylalanine, (3-naphtylamide Trypsine 8,5 rose-violet 
t"" 
10 N-benzoyl-D L-phénylalanine, (3-naphtylamide Chymotrypsine 7,5 rose-violet >
� 
n 
11 2-naphtyl-phosphate Phosphatase acide 5,4 rose-violet > 1:1 
12 Naphtol-AS-BI-phosphodiamide Phosphoamidase 5,4 bleu l'!J• 
! 13 6-bromo-2-naph tyl-œ-D-galactopyranoside �-galactosidase · - 5,4 rose-violet 
t'.!J 
14 2-naph tyl-(3-D-galactopyranoside (3-galactosidase 5,4 rose-violet 
15 Naphtol-AS-BI-(3-D-glucuromic acide (3-glucoronidase 5,4 bleu 
1G 2-naph tyl-œ-D-glucopyranoside œ-gl ucosidase 5,4 rose-violet 
17 6-bromo-2-naphtyl-(3-D-glucosaminide N-acétyl-(3-D-gl ucosamidasc 5,4 rose-violet 
18 t -naphtyl-N-acétyl-(3-D-glucosaminide (3-glucosîdase 5,4 marron-gris 
19 6-bromo-2-naphtyl-œ-D-manopyranoside œ-D-manosidase 5,4 rose-violet 
:!O 'J-naphtyl-œ-L-fucopyranoside œ-L-fucosidase 5,4 rose-violet 
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sécrétion ( 40). On trouve, constamment, certaines enzymes : les 
deux phosphatases, les estérases, la phosphoamidase. La, �-galac­
tosidase, toujours présente dans la sécrétion (elle est particulière à 
la mamelle) n'existe pas dans les cellules du lait. Il y a, en outre, 
des enzymes inconstantes, trouvées avec des fréquences différentes 
(aminopeptidases de la leucine, de la valine, de la cystine) ; �-galac­
tosidase ; <X- et �-glucurosidase ; N-acétyl-�-D-glucosaminidase ; 
<X-D-mannosidase ; �-L-fucosidase. 
Nous avons suivi la sortie des hydrolases hors des cellules dans 
le lait qui les baigne, en fonction du temps et de la température, 
notamment pour les lipases, avec un indice d'activité de 2, atteint 
en 10 h à+ 2/+ 4 °C et en 3 h de+ 8 à+ 6 °C, ce qui, encore une 
fois, milite pour la nécessité de produire des laits sains, sans mammi­
tes subcliniques (il y a actuellement sur tous les laits de troupeaux 
collectés dans le Calvados près de 20 p. 100 qui ont plus de 500.000 cel­
lules au ml) ; et aussi, de ne pas allonger exagérément le temps de 
séjour à la ferme. 
Nous avons, parallèlement, contrôlé l'effet de la chaleur, la phos­
phatase acide (ce qui était bien connu) et la phosphoamidase se 
montrant résistantes (il faut dépasser 80 °C pour les inhiber). De 
ce point de vue, le système APIZIM constitue un moyen d'une 
excellente efficacité pour la surveillance du lait pasteurisé ou sté­
rilisé (0, 1 p. 100 d'addition de lait cru à du lait chauffé sont détec­
tés). Il serait souhaitable que des microcuves spéciales pour cet 
objet soient commercialisées à part, sans toutes les autres, ininté­
ressantes de ce point de vue et qui augmentent le prix. 
Nous avons, enfin, abordé l'analyse de quelques fromages 
(camemberts, livarots, emmentals, roqueforts, bleus d'Auvergne ... ). 
On y peut noter de grandes variations d'un type à l'autre, aperce­
voir l'effet des agents microbiens et les répartitions dans la pâte. Là 
encore, par ce moyen, se confirme l'impossibilité du contrôle de la 
pasteurisation par la disparition de la phosphatase alcaline, chez 
les pâtes molles. 
III. - CONCLUSION 
Nous présentons deux méthodes commodes de recherche des 
enzymes. L'une est un principe général, que chacun peut modifier, 
donc, susceptible de nombreuses variations et adaptations. Ce qui 
n'est pas fixé encore c'est le type de lecture qui convient le mieux : 
diamètre des halos de coloration ou dilution limite. 
L'autre système est un ensemble tout prêt et déjà commercialisé. 
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Les deux se recommandent par leur remarquable facilité de 
manipulation ; en revanche, leur défaut est le délai de lecture, 
inhérent, dans les deux cas à la nécessité d'une incubation. Mais, 
on n'est pas toujours pressé, et on peut, en attendant, procéder à 
d'autres travaux. 
Appliqués par nous à l'étude du lait et des produits laitiers, ces 
techniques de recherches enzymatiques doivent rendre des services 
dans de nombreux domaines : microbiologie classique et indus­
trielle ; étude des aliments et de leur évolution dans le temps, 
contrôle des chaufTages, etc., sans oublier toutes les possibilités de 
la biologie clinique et de l'enzymologie comparée, où les spermes 
ont déjà été étudiés (8). 
Laboratoire de Microbiologie et 
Institut du Lait, des Viandes et de la Nutrition. 
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